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Bescheinigung 



Herr Dr. Michael Kramer in Pfungstadt/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 

"Regulatorisches Protein pKe#83 aus humanen Kerstinozyten" 

am 26. November 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 K, A 61 R und C 12 N der International Patentklassifikation erhalten. 
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Munchen, den 10. Januar2000 

Deutsches Patent- und Markenamt 

Der President 
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Regulatorisches Protein pKe#83 aus humanen Keratinozyten 



ZUSAM M EN FASSUNG 



Die Erfindung betrifft ein isoliertes Polypeptid, das einem natfirlicherweise in 
humanen Keratinozyten vorkommenden und im aktivlerten Zustand der 
Keratinozyten verstarkt exprimierten Protein gleicht Oder ahnllch (d.h. in 
Funktion und Wirkung gleich) 1st. Sie betrifft auBardem eine isolierte 
Nukleinsaure, die ein solches fur humane Keratinozyten typisches 
Polypeptid bzw. Protein kodiert, sowie die Verwendung dieses Polypeptids 
und dieser Nukleinsaure fur nachweisende, insbesondere diagnostische, 
und/oder fur therapeutische Zwecke bzw. die Verwendung von Reagenzien, 
insbesondere rekombinanten Vektormoiekulen und Antikdrpem, gegen 
solche - Molekule. Das erfindungsgemaBe Protein weist : die im 
Sequenzprotokoll SEQ ID NO:3 dargestellte Aminosauresequenz odor ein 
durch Aminosauresubstitution, -deletion, -insertion, -oder -inversion daraus 
entstandenes Ailel oder Derivat dieser Aminosauresequenz auf, und die 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure weist entweder die im Sequen2protokoll 
SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleotidsequenz oder eine hierzu 
komplementare Nukleotidsequenz oder eine Teiisequenz einer dieser beiden 
NukJeotidsequehzen oder eine ganz oder teilweise mit einer dieser beiden 
Nukleotidsequenzen hybridisierenden Nukleotidsequenz auf. 
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Regulatorisches Protein pKe#83 aus humanen Keratinozyten 

Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein isoliertes Polypeptid, das einem naturlicherweise in 
Keratinozyten vorkommenden und im aktivierten Zustand der Keratinozyten 
verstarkt exprimierten Protein gleicht oder ahnlich (d.h. in Funktion und 
Wirkung gleich) ist. Sie betrifft auGerdem eine isolierte Nukleinsaure, die ein 
solches fur humane Keratinozyten typisches Polypeptid bzw. Protein kodiert, 
sowie die Verwendung dieses Polypeptids und dieser Nukleinsaure fQr 
nachweisende, Insbesondere diagnostische, und/oder fur therapeutische 
Zwecke, und Reagenzien, die unter Verwendung wenigstens eines dieser 
Molekule hergestellt sind, insbesondere rekombinante Vektormolekule und 
. Antik6rper. 



Nach dem gegenwartigen Stand der Technik werden in der Dermatotherapie 
zur Beeinflussung epidermaler Storungen wie Z.B. der Autoimmun- 
dermatosen "Pemphigus vulgaris" und "Bulloses Pemphigoid" im 
wesentlichen Medikamente mit bre'rtem Wlrkungsspektrum eingesetzt. 
20 insbesondere lokal bzw. systemisch applizierte Glukokortikoide, Vrtamin-A- 
Saure-Derivate, Antimetabolite und Zytostartika, oder es wird mit mehr oder 
weniger unspezifischen Mafinahmen wie z.B. der sog. "Faitostofftherapie" 
oder der "Uchttherapie" behandelt. Die bekannten Wirkstoffe bzw. 
Maflnahmen haben jedoch ailesamt den Nachteil, daS sie wenig spezifisch 
25 sind und damit naturgemaB zahlreiche Nebenwirkungen hervorrufen. 

Die Bereitstellung spezifischerer Wirkstoffe scheiterte bislang an dem in der 
Dermatologie seit langem bestehenden grundsatzlichen Problem, daB die 
Zahl der zellularen Zielmolekule, im folgenden allgemein als Zielstrukturen 
30 ("Targets") benannt. die als Angriffspunkt fur eine (spezifische) 
Beeinflussung des zellularen Stoffwechsels - insbesondere unter 
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medizinischen oder auch kosmetischen Gesichtspunkten - dienen konnten, 
in epidermalen Keratinozyten eng begrenzt ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, neue Zielstrukturen in 
5 epidermalen Keratinozyten bereitzustellen, die als Angriffspunkt fur 
£)jagnostika, Therapeutika, Kosmetika oder allgemein fur die Beeinflussung 
des zellularen Stoffwechsels dienen konnen. 

Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereitstellung eines Polypeptids 
10 bzw. Proteins der eingangs genannten Art, das bei aktivierten Keratinozyten 
aufreguliert, d.h. vermehrt exprimiert bzw. produziert und auf einem hoheren 
Konzentrationsspiegel gehalten wird, und das die im Sequenzprotokoll 
SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 4 dargestellte Aminosauresequenz oder eln 
durch Aminosauresubstitution, -deletion, -insertion oder -inversion daraus 
15 entstandenes Allel oder Derivat dieser Aminosauresequenz aufweisL Das 
Polypeptid mrt der Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 3 oder 
SEQ ID NO: 4 wird im folgenden auch mit Protein n pKe#83 B bezeichnet. 

Eine weitere Losung der genannten Aufgabe besteht in der Bereitstellung 
20 einer isolierten Nukleinsaure, die ein Protein kodiert, das einem 
naturlicherweise in humanen Keratinozyten vorkommenden und im 
aktivierten Zustand der Keratinozyten verstarkt exprrmierten Protein gleicht 
oder ahniich ist, und die entweder die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 1 
dargestellte Nukleotidsequenz oder eine hierzu kornptementare 
25 Nukleotidsequenz oder eine Teilsequenz einer dieser beiden 
Nukleotidsequenzen Oder eine ganz oder teilweise mit einer dieser beiden 
Nukleotidsequenzen hybridisterende Nukleotidsequenz. aufweist, wobei in 
diesem Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 1 anstelle von *T° auch a U B stehen 
kann. Zu dieser erfindungsgemaBen Gruppe von Nukleinsauren bzw. 
30 Nukleotidsequenzen gehoren insbesondere auch Splice-Varianten (z.B, 
SEQ ID NO: 2) und Sense- oder Antisense-Ofigonukleotide, die mit der im 
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Sequenzprotokol. SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleotidsequenz 
hybridisieren, vorzugsweise identisch mil bzw. (partial) komplementar zu 
dleser sind. Eine bevorzugte Splice-Vraiante der erfindungsgemaBen 
Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO: 1 ist in dem Sequenzprotokol! 
5 SEQ ID NO: 1 dargestellt- 

Die Erfindung umfaBt infolgedessen auch Proteine bzw. Polypeptide der 
eingangs genannten Art die sine Aminosauresequenz aufweisen, welche 
aus einer solchen Splice-Variante resultiert. insbesondere aus der Spliee- 
,o Variante einer mRNA, die mit der im Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 1 
angegebenen Nukleotidsequenz identisch oder ganz oder teilweise 
komplementar dazu ist 

Die erfindungsgemaBen Sense- und Antisense-Oligonukleotide umfassen 
is jeweils mindestens 6. vorzugsweise 8 - 25 Nukleotide. 

Der Begriff 'hybridisiert" bezieht sich auf die im Stand der Technlk 
bekannten Hybridisierungsverfahren unter ublichen, insbesondere unter 
hoch stringenten Hybridisierungsbedingungen. Die konkreten 
20 Hybridisierungsparameter wahlt der Fachmann anhand der eingesetzten 
Nukleotidsequenz und seines allgemeinen Fachwissens (vgl.: Current 
Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, 1997, John Wiley & Sons Inc., SuppL 
37, Chapter 4.9.14). 



30 



Neben den in den Sequenzprotokol len SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO: 2 
gezeigten NuWeotidsequenzen und den diesen Sequenzen im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes entsprechanden NuWeotidsequenzen 
umfaBt die voriiegende Erfindung auch solche NuWeotidsequenzen. die 
damit unter stringenten Bedingungen hybridisiaren. Der Begriff 
"hybridisiaren' bzw. "Hybridisierung" gemaB vorliegender Erfindung wird wie 
bel Sambrook et a!., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring 
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Harbor, Laboratory Press, 1989, 1.101 bis 1.104 verwendet. Demnach 
spricht man von einer Hybridisierung unter stringenten Bedingungen, wenn 
nach Waschen fur eine Stunde mit 1 x SSC und 0,1% SDS, vorzugsweise 
mit niedriger konzentriertem SSC, insbesondere 0,2 x SSC, bei einer 
5 Temperatur von wenigstens 55°C, vorzugsweise 62°C und besonders 
bevorzugt 68°C noch ein positives Hybridisierungssignal beobachtet wfrd. 
Jede Nukleotidsequenz, die unter derartigen Waschbedingungen mit einer 
Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO: 1 oderSEQ ID NO: 2 oder mit einer 
der Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 Oder SEQ ID NO: 2 im Rahmen der 
10 Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nukleotidsequenz 
hybridisiert, gehort zum Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die erfindungsgemaBe(n) Nukfeinsaure(n) kann (kdnnen) sowohl aus einer 
naturlichen Quelle als auch synthetisch oder halbsynthetisch gewonnen 
15 werden. In der Praxis hat sich besonders die Ausfuhrung als cDNA bewahrt. 

Das Polypeptid, das die Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 3 aufweist 
und von der im Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure 
kodiert wird, und das im folgenden als Protein "pKe#83" bezeichnet ist, wird 

20 in humanen epidermalen Keratinozyten aufreguliert, namlich verstarkt 
exprimiert (produziert) und auf einem im Vergleich zum Ausgangszustand 
signifikant hoheren Konzentrationsspiegel gehalten, wenn slch diese Zeilen 
im "aktivierten" Zustand befinden, d.h. unter anderem im Zustand der 
Proliferation und/oder Migration, z.B. nach einer unfallbedingten 

25 Hautverletzung oder bei den autoimmunologisch ausgeldsten bullosen 
Deimatosen "Pemphigus vulgaris" (ausgelost durch Autoantikorper gegen 
Desmosomen) und "Bulloses Pemphigoid 11 (ausgelost durch Autoantikorper 
gegen Hemidesmosomen). Der aktivierte Zustand der humanen epidermalen 
Keratinozyten auBert sich auch in einer Im Vergleich zum Ruhezustand 

30 (Ausgangszustand) ertidhten Expression der bekannten Aktivierungsmarker 
uPA (Urokinase-Typ Plasminogenaktivator) und uPA-R (Rezeptor fur 
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UroKnasa-Typ Hasn.noganaMiva.o,, und Kann anhan* -^"^ 
und ^M. naahgevrfasan W ardan (v 9 U 

Exp. Ce» Hes. 228, pp. «e - 2S3 >- 

Das Mk pKa#83 waist eina sog. Prenyl-Qmppen-Bindung^le ("CAAX 
L, au,. H^e. hands* es un, a.ne M«M <*° 
*a te ah, au*a,yon«*ch*r Pro.** a,ne poa—onaUa Varandarung 
anaubt. Wan, a.na An-*- «hr aina Garany-GamnyWGruppe an alnen 
C^nras. angahang. wW. der dr* «M» van, »T»» 
M und wobei d!a baidan am C-Tarminus galaganen Aminosauran ,n dar 
Ragel alpha** s<nd. Raa PrCaina und aina Vflafcah! von Q -Prota,nsn 
weisen eine solcheCAAX Box auf. 

Zud em besKzt das Proton -pK**' eine R-h. pOW£ 
Phosphorylierungsste.len. Die genannten Motive weisen darauf h,n, da3 
Protein pKe#83 in Signahransduktionsablaufe eingebunden mL 

, Mit der (isoiierten) Bereitste.lung dee Proteins "pKe#83-, namlich m* der 
Beschreibung von Nukleotidsequenzen, die dieses Protein kodieren. und m* 
der Angabe (einer) seiner Amino 5 auresequen Z (en) M es mdgl.ch, den 
Stoffwechse. physioiogisch aktiver bzw. aktivierter Keratinozyten - und 
se.bstverstand.ich auch anderer das Protein ■■pKe#83» exprimierender ZeHen 

5 - gezieit zu beeinflussen. insbesondere zu Zwecken der mediz,n,schen 
Therapie und kosmetischen Behandlung. 

Die Erfindung betrifK desweiteren rekombinante DNS-VektormolekQIe die 
9i ne erfindungsgemaBe Nukleinsaure umfassen, und die die Fahigkert zur 
„ Expression eines In humanen Keratinozyten vorkommenden und .m 
aktivierten Zustand der Keratinozyten verstarkt exprimierten Protons, 
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insbesondere des Proteins pKe#83 1 in einer prpkaryontischen Oder 
eukaryontischen Zelle aufweisen. Bei diesen DNS-Vektormolekulen handelt 
es sich vorzugsweise um Abkommlinge des Plasmids pUEX-1 und/oder des 
Plasmids pGEX-2T und/oder des Plasmids pcDNA3.1, da sich diese 

5 Vektoren in der Praxis als sehr gut geeignet erwiesen haben. Besonders 
bevorzugt sind das Vektorkonstrukt pGEX-2T/pKe#83 gemaB dem in Rg. 2 
offenbarten Vektorprotokoll und das Vektorkonstrukt pcDNA3.1/pKe#83- 
FLAG gemaB dem in Rg. 3 offenbarten VektorprotokolL Als eukaryontische 
Zelle kommen insbesondere Zellen aus Zellkulturen, z.B. Cos-Zellen, in 

to Betracht, ebensogut kann die betreffende Zelle aber auch Bestandteil eines 
lebenden Organismus, z-B. einer transgenen Maus, sein. 

Die Erfindung umfaBt deshalb auch transformierte Wirtszellen, die eine 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure enthatten, die mit einem aktivierbaren 
15 Promotor gekoppelt ist, der in diesen Zellen naturlicherweise oder als Folge 
einer Rekombination enthalten ist, und die (infolgedessen) die Fahigkeit zur 
Expression eines in humanen Keratinozyten vorkommenden und im 
aktivierten Zustand der Keratinozyten verstarkt exprimierten Proteins, 
insbesondere des Proteins u pKe#83", besrtzen. 

20 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung einer erfindungsgemaBen 
Nukleinsaure oder eines erfindungsgemaBen Vektormolekuls zur Herstellung 
transgener Saugetiere, insbesondere Mause oder Ratten. 

25 Die erfindungsgemaBen Transfektanten eroffnen die Moglichkeit fur 
Forschungs- und Entwicklungsarbeiten im Hinblick auf eine weitergehende 
Aufklanjng der durch das Protein K pKe#83° induzierten Veranderungen der 
Zellmorphologie und zellularen Basisfunktionen wie Proliferation, Adhesion, 
Migration und Differenzierung, insbesondere im Hinblick auf die 

30 Beantwortung der Frage, ob das Protein "pKe#83* selbst eine "pathogene" 
Aktivitat besitzt. 



26.11.98 21:12 FAXG3 Nr: 77464 von NVS:FAXG 3. 12/00620364 196 (Seite 7 von 51) 



10 





Gegenstand der vodiegenden Erfindung ist auBerdem ein Reagenz zum 

Jekten Nachweis eines in humanen Keratinozyten 

aktivierten Zustand der Keratinozyten verstarkt expnm.erten Prote.ns 
nsbesondere des Proteins -pK-Br. -obei biases Reagenz : « 
cnarakterisiert ist, daB es wenigstens eine erfindungsgemaBe Nukie.nsaure 
umtaBt "Zum indirekten Nachweis- bedeutet in diesem Zusammenhang 
daB tatsachlich die das Protein kodierende mRNA direkt nachgewiesen v«rd 
- und somit das Protein nur indirekt (vermittels dieser mRNA). 

Das Protein »pKe#83" and die damit, d.h. mit der im Sequenzprotokol. 
SEQ ID NO: 3 dargestellten Aminosauresequenz verwandten Polypept.de, 
dh. die Poiypeptide, die durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder 
inversion von dieser Aminosauresequenz gemaB SEQ «D NO: 3 ab.eitbar 
sind Oder die eine Aminosauresequenz aufwelsen, die aus einer SpHce- 
Variante einer mRNA resultiert. welche mit der NuWeotidsequenz gemaB 
Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 oder einer Teilsequenz davon ident,sch oder 
komp.ementar dazu ist oder zumindest hybridisiert, bieten vie.falt.ge 
Anwendungsmogiichkeiten auf dem Gebiet der dermato.ogischen Forschung 
und Entwicklung. Insbesondere konnen Antlkorper gegen diese Polypept.de 
, bzw. Proteine hergesteHt werden. die dann mit entsprechender Mediation 
entweder als Diagnostika oder ais Therapeutika oder auch ais Kosmet-ka 
( ,, cosmeceutica!s ,, ) einsetzbar sind. 

Die Erfindung umfaBt folgfich auch die Verwendung eines solchen Proteins 
s bzw Poiypeptids zur Herste.iung eines (monok.ona.en oder polyklonaien) 
Antikorpers gegen dieses Poiypeptid, den besagten Antikorper seibst und 
ebenso seine Verwendung zur diagnostischen und/oder therapeutischen 
Behand.ung von dermatologischen Erkrankungen, zur kosmetischen 
Behand.ung der Epidermis und zur Diagnostik und/oder kosmefschen 
(0 Behand.ung von anderen das Protein °pKe#83" exprimierenden Geweben 
oder Organen. 
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Auch Sense- und/oder Antisense-Oiigonukleotide kommen nach neueren 
wissenschaftlichen Erkenntnissen als Wirkstoffe fur eine Pharmakotherapie 
in Betracht (vgL G- Hartmann at al. 1998: AniisenseOIigonukieotide, 
Deutsches Arzteblatt 95, Heft 24, C1115-C1119) - und uberdies als 
5 Wirkstoffe mit einem in der Pharmakotherapie grundsatzlich neuen 
Wirkprinzip. 

Die voriiegonde Erfindung betrifft deshalb auch die Verwendung 
erfindungsgemaBer Sense- oder Antisense-Oiigonukleotide zur Diagnostik 
10 und/oder therapeutischeh Behandlung, insbesondere von dermatologischen 
Erkrankungen, oder zur kosmetischen Behandlung, insbesondere der 
Epidermis. 

Eine technisch und wirtschaftlich bedeutende Einsatzmdglichkeit eines 
15 erfindungsgemaBen Polypeptids und ebenso einer erfindungsgemaBen 
Nukleinsaure besteht nicht zuletzt auch daring daGmit Hitfe eines solchen 
Molekuls in einem *Screehing ,, -Verfahren aus einer sehr groBen Anzahl 
bereitsteherider Stoffe solche herausselektiert werden konnen, die spezifisch 
an die betreffende^ Nukleinsaure oder dasi betreffende Polypeptid binden. 
20 Dies© Stoffe konnen dann als Ausgangsmaterial (Leitstruktur) fur die 
Entwicklung pharmakologisch einsetzbarer Substanzen dienen und bieten 
damit die Vpraussetzungen fur die Entwicklung aftemativer Pharmazeutika 
zur Diagnose und Therapie. insbesondere der eingangs erwahnten 
dermatologischen Erkrankungen und/oder anderer Erkrankungen, bei denen 
25 das Protein "pKef 83" eine wichtige Roile spiett. 

Im Hinblick darauf betrifft die Erfindung auch die Verwendung eines 
erfindungsgemaBen Polypeptids oder einer erfindungsgemaBen 
Nukleinsaure zur Identifizierung pharmakologisch einsetzbarer Substanzen, 
30 die an das Polypeptid bzw. die Nukleinsaure binden und dadurch dessen 
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./ Her Escoression beeinflussen, insbesondere 
bzw. deren Funktion und/oder Expression 

inhibierend Oder aktivierend wirken. 

onh . n( l von Hsrslellungs- und 

5 Anwendungsbeispielen naher erlautert. Von den ,m Rahmen 
erwahnten Figuren zeigen 

p fl . 1: sin en rt .PCR-Naehwe i sv 0 n-pKe» 8 3-- SP »^"' RNA 
das VektoikonaruW pGEX-2T/pKe#88 
das VelOorkonslruM p«NA3.1/pK9#83-FtAQ 

e.nen .mmunoMot-Nachweis von 

Protein in E.Co«-Ze»en naoh Trans.ekt.on mt den, 
Vektorkonstrukt pGEX-2T/pKeS83 

Fig 5 . einen immunobiot.Nacnweis von re—mem P Ke#83 
Protein in Cos-Zeiien nach Transfer m* *™ 
VeklorkonslruWpoDNA3.1/pKe#83-FLAQ 

anen imrnunbtot-Naonweis von ^-Protein pKe*>3- 
Antikorpem aus Kanincnenserum aul rekombutantem P Ke#83 

Protein (A) und . ^ „ fl n 

einen immunbiot-Nachweis von expnmlenem Protein pKe#83 
rX-—. an.i-Pro.ein-pKe.BS-An^rpem 

aus Kaninchenserum (B) 

amen ■ S an d wioh-- E U S A -Tea, unter Venvendung von 
Antlkorpem. die aeoen daa Protein pKe*83 oerichte. s,nd. 



io Fig. 2: 
Fig. 3: 
Fig. 

15 



Fig- 6: 



Fig. 7: 

30 
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Fig. 8: einen Immunfluoreszenztest unter Verwendung von Kaninchen 
"anti-pKe#83 IgG" auf Normalhautschnitten (C), NHEK-Sheets 
direkt nach Dispase-induzierter Ablosung und (A) und NHEK- 
Sheets 8 Stunden nach Dispase-induzierter Ablosung (B). 

Fig. 9: Keratinozyten (HaCaT-Zellen) nach Behandlung mit pKe#83- 
spezitischen Antisense Oligonukleotiden (B) und Kontroll- 
OHigonukleotiden (A) 



BeispieM: Hcrstellung des Proteins K pKe#83 u 

A) Gewlnnung und Herstdlung eines PolynuWeotids, das das 

15 Protein "pKe#83" kpdiert 

Als Polynukleotidquelle dienten humane epidermale Keratinozyten einer 
Zellkuttur bzw. eines Zellkulturmodells, das in der Publikation von SchSfer 
B.M. et al., 1996: Dlspase-mediated basal detachment of cultured 
20 keratinocytes induces urokinase-type plasminogen activator (uPA) and its 
receptor (uPA-R, CD87), Exp. Cell Res. 228, pp. 248-253, ausfuhrlich 
beschrieben ist. Auf den Inhatt dieser Publikation wird hiermit ausdrucklich 
Bezug genommen. Diese Zellkuttur bzw. dieses Zellkulturmodell zeichnet 
sich dadurch aus, daB sie/es erlaubt, Keratinozyten durch enzymatische 

25 ZerstSrung der Zell/Matrix-Kontakte, beispielsweise durch eine Dispase- 
induzierte Ablosung der Keratinozyten von der Kulturmatrix, vom ruhenden 
[uPA7uPA-Rl in den aktivierten [uPAVuPA-R*! Zustand zu uberfGhren. Die 
Induktion des aktivierten Zustands ist reversibel: die (emeute) Ausbildung 
eines konfluenten (= maximal dicht gewachsenen), mehrschlchtigen 

30 Zellverbands aus differenzierten Keratinozyten fQhrt zur Abregulierung von 
uPA und uPA-R, d.h. zur Drosselung der Produktion und Einstellung auf 
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a** zellkutturmodells wurden 
FOr <«e BM*** « ^«^;/^p ,e «»— NH6K 
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Tnioolhvronm, Hydroeortson, Forskolm, unter 
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inkubiert. Die Inkubation in konditioniertem DMEM erfolgte, um den EinfluB 
von frischem FCS auszuschlieBen. Wahrend der Inkubation fand in diesen 
flotierenden Keratinozytensheets eine Aufreguliemng der bekannten 
Aktivierungsmarker uPA und uPA-R sowie des hierin erstmals 
beschriebenen Proteins pKe#83 statt Die uPA/uPA-R-Aufregulierung war 
mittels bekannter Techniken wie Enzyme-Unked-lmrnunosorbent Assay 
(ELISA), itLSiiu-Hybridisierung und Immunfluoreszenz nachweisbar. Aus den 
inkubierten Zellen wurde mittels der im Stand der Technik bekannten 
Guanldlniurn-Thlocyan^^ ( V 9 L: 
Chromczynski P. and Sacchi N., 1986: Single-step method of RNA isolation 
by acid guanidinium ffiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal 
Biochem. .162: pp. 156-159) die gesamte RNA gewonnen (Kit "RNA- 
Clean" der Firma AGS, Heidelberg). Aus der Gesamt-RNA wurde die mRNA 
mittels Bindung ah Po!y-T-beschichtete Kugelchen isoliert. Diese mRNA 
is diente als Ausgangsrnaterial fur den nachstfolgenden Verfahrensschritt der 
Subtraktionsklonierung. 

Fur deif Einsatz in Korrtrollversuchen bzw/ fur Vergleichspraparate wurde 
mRNA von adharerrten Keratinozytensheets isoliert, und zwar nach dern 
20 gleichen Verfahrensmuster wie vorstehend beschrieben; ausgenommen der 
Abweichung, da8 fur die Dauer der Dispasebehandlung zusatzfich zu der 
Dispase ein Dispasehemmer, z.B, Phosphoramidon (100 ng/ml). appliziert 
wurde. 

25 Nach dem Prinzip der Subtraktionsklonierung wurde eine Genbank erstellt, 
die vonzugsweise cDNA der dyshasionsinduzierten Gene enthieit, d.h. 
soloher Gene, die nach Ablosung der Keratinozytensheets vemnehtt in 
diesen (bzw- deren Zellen) exprimiert wurden. Zu diesem Zweck wurde die 
aus den Zellen der adharenten Keratinozytensheets gewonnene mRNA 

30 emeut an poly-T-beschicbtets Kugelchen gebunden, auf diesen in 
einzelstrangige cDNA umgeschrieben und anschlieBend gegen die mRNA 
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mit der Nukleotidsequenz gemaB Protokoll SEQ ID NO: 1 und das 
zugehorige Protein erhielten die Bezeichnung u pKe#83''_ 

Nahere Untersuchungen der zu dem Gen pKe#83 gehorigen, d.h. pKe#83- 
spezifischen mRNA ( aus abgelosten, d.h. nicht-adharenten 
Keratmozytensheets) lieferten die Informationen, daB diese mRNA eine 
GroGe von etwa 2,6 kb aufweist. Die Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO:1 
enthalt am 3'Ende an Position 1661-1653 ein Stopcodon, das den 
mutmaaichen ort des Transkrlptionsendes vorgibt. An Position 2612-2617 
genau 26 NuWeinsauren vor der poly-A-Site befindet sich eine sog 
Polyadenylation site. Es wurde eine Splice Variante (SEQ ID No: 2) 
gefunden, die um 111 NuWeinsauren (Position 669-780) kurzer tat Rg. 1. C 
ze.gt das Ergebnis der Klonierung der P Ke#83 Gesamt-eDNA-Sequenz, es 
gilt- 
Spur 1= DNA Molekulargewichtsmarker VI 

(154-2176 Bp, Boehringer Mannheim), 
Spur 2= SEQ ID No: 1 (1570 Bp) 
Spur 3 = SEQ ID No: 2 (1460 Bp). 

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion konnte gezeigt werden, daB die 
pKeffSS-spezifische mRNA nach Dispase-induzierter Ablosung der NHEK 
eine Aufregulation erfahrt. , n Rg. 1. A 1st das Ergebnis einer 
Polymerasekettenreaktion nach reverser Transkription (rt-PCR) der mRNA in 
cDNA und Ampfifikation mit pKe#83-spezifischen Oligonukleotid-Primern 
dargestellt. Dieses Ergebnis beinhaltet die Aussage, daB direkt nach der 
Ablosung der NHEK nur wenig pKe#83-m RNA vorhanden Oder jedenfalls 
nachweisbar war. daB aber bereits 2 Stunden spater eine deutliche 
Aufregulation festgestelft werden konnte. 
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B) Ableitung der Aminosaurenabfolge und Charakterisierung des 
Proteins "pKe#83" anhand des dafur kodlerenden Polynukleotids 

Anhand des genetischen Codes der °pKe#83 ,, -cDNA wurde mrt Hilfe eines 
5 computergestutzten Verfahrens (Programm "HUSAR n [= Heidelberg Unix 
Sequence Analysis Ressources] Version 4.0, Deutsches 
Krebsforschungszentrum Heidelberg, 1997] von der Nukleotidsequenz 
gemaO Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 1 eine Aminosauresequenz 
abgeleitet, die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 3 dargestellt ist. Die 
10 strukturella Analyse dieser Aminosauresequenz gernaG Sequenzprotokoll 
SEQ ID NO: 3 mit eben diesem Programm lieferte folgende Informationen: 

Aus der Aminosaurezusammensetzung des Proteins pKe#83 errechnet sich 
ein Molekulargewicht von 60380 Da mit einern isoelektrischen Punkt von 
15 pH 5,3, 

Das Protein pKe#83 weist eine sog. Prenyl-Gruppen-Bindungsstelle ("CAAX 
Box") auf und eine Refhe moglicher Phosphorylierungsstelleh 
(9x Proteinkinase C, 15x Caseinkinase II, 2x Tyrosinkinase). Diese Motive 
20 sind ein Indiz dafur, daf3 das Protein pKe#&3 in Signaltransduktionsablaufe 
eingebunden ist. 



Beisplel 2: Nachweis Il pKe#83"-spezifischer mRNA in Zellen mittels 
25 reverser Polymerasekettenreaklion 

Mittels der Polymerasekettenreaktion nach reverser Transkription (rt-PCR) 
wurde pKe#83~spezifische mRNA in Zellen (NHEK) von Keratinozytensheets 
nach Dispasebehandlung und in HaCaT-Zellen nachgewiesen. Hierfur wurde 
30 RNA aus Zellen von Keratinozytensheets nach Dispasebehandlung und 
unterschiediich langer weiterer Inkubationszeit und aus HaCaT-Zellen 
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jeweils mit Standardmethoden (Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-Chloroform- 
Extraktionsmethode) isoliert und nach Standardmethoden in cDNA 
umgeschrieben. Diese cDNA wurde einer PCR unterzogen, bei der aus der 
pKe#83-speafischen cDNA ein Teilfragment von 388 Bp amplifiziert wurde. 
5 Ate Primer-Paar wurde eine Kombination aus pKe#83-forward-l0 
( ,032 GAATAGACCAGAGATGAAAAGGCAG 1056 ) und pKe#83-reverse-17 
( 1418 CGGTTCAGCAGCTCATACC 1389 ) eingesetzt. Es wurden 10 ng cDNA 
mit ja 10 u.M Primer zusammen mit einam Gemisch aus hitzestabiler DNA- 
Polymerase. ATP, TTP, GTP, CTP und Polymerasepuffer (vgl. z.B.: Current 
10 Protocols in Molecular Biology, Vol. 1 . 1 997, John Wiley & Sons Inc., Suppi. 
37. Chapter 15), hier im Beispiel in Form des im Handel gebrauchafertig 
erhahlichen "PCR-MasterW der Firma Clontech, in Ansatz gebracht 
ZusatzJich wurden folgende Kontrolluntersuchungen durchgefOhrt: 1. der 
vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit dem Plasmid P UEX/pKe#83 
15 ansteile der cDNA ("Positivkontrolle"), 2. der vorstehend beschriebene 
Reaktionsansatz ohne Zusatz von cDNA CNegativkontrolle"). 3. der 
vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit GAPDH-spezifischen Primern 
(#302047, Stratagene; "G APDH-Kontrolle"). 



Die ReakHonsprodukte der PCR-Reaktion wurden im Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Fig. 1.A zeigt das Ergebnis einer pKe#83- 
spezifischen PCR Auftrennung. Es gift: 





Spur 1 = 


DNA Molekulargewichtsmarker VII 


25 




(359-8576 Bb, Boeh ringer Mannheim) 




Spur 2 = 


HaCaT 




Spur 3 = 


HMEC (Zellinie, in der pKe#83 nicht nachweisbar ist) 




Spur 4 = 


NHEK TO (direkt nach Ablosung), 




Spur 5 = 


NHEK T2 (2 h nach Ablosung) 


30 


Spur 6 = 


NHEK T4 (4 h nach Ablosung) 




Spur 7 = 


NHEK Tfc (8 h nach Ablosung), 
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Spur 8= pUEX/pKe#83~Plasmid 
Spur 9= keinecDNA. 

Etn PCR-Produkt der erwarteten GroBe von « 390 Bp wurde in den Spursn 
2, 5 - 8 nachgewiesen, d.h. pKe#83-spezifische mRNA wurde in den 
Keratinozytensheets (NHEK) zu den Zeitpunkten 2, 4 und 8 Stunden nach 
Dispase-Induzierter Ablosung und ebenso in HaCaT-Zelten nachgewiesen. 



10 Fig. 1.B zeigt das Ergebnis einer GAPDH-spezifischen PCFL Es gilt 



Spur 1 = 


DNA Molekulargewichtsmarker VII 




(359-8576 Bb, Boehringer Mannheim) 


Spur 2 = 


HaCaT 


Spur 3 = 


HMEC 


Spur 4 = 


NHEK TO 


Spur 5 = 


NHEKT2 


Spur B = 


NHEKT4 


Spur 7 ~ 


NHEKT8 



Dies© GAPDH-spezifische PCR ("GAPDH—Kontrolle") beweist, daft ©in 
negatives PCR Ergebnis im pKe#83-spezifischen Ansatz nicht auf ein 
Nichtvorhandensein von cDNA zuruckzufuhren 1st, da in alien 
Reaktionsansatzen von TO - T8 ein PCR-Produkt der erwarteten GroBe von 
25 GOO Bp nachweisbar war. 

Die rt-PCR ermoglicht den Nachweis der pke#83- Expression auch rn Fallen, 
in denen der Nachweis des pKe#83-Proteins aufgrund zu niedrigen 
Expressionsspiegels mit immunhistologischen Methoden, dem EUSA oder 
30 m'rt Immunoblot-Verfahren nicht gelingt. 
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Beispiel3: Herstellung von Vektormolekulen mit der Fahigkeit zur 
Expression des Protein pKe#63 In prokaryontischen bzw. 
eukaryontischen Zellen, sowie Produktion und Retnlgung 
des rekombinanten pKe#33 Proteins 

5 

Zur Herstellung bzw. Expression des rekombinanten pKe#83-Proteins 
wurden zwei Wege beschritten. Zum einen wurde das Vektorkonstrukt 
pGEX-2T/pKe#83 gemaB Vektorpratokol! in Rg. 2 fur die Expression in 
Bakterien (E . ooli DH5a) hergestellt. Zum anderen wurde das 
10 Vektorkonstrukt pcDNA3.V pKe#83-FLAG gemaB Vektorprotokoll in Rg. 3) 
zum Zweck der Expression in eukaryontischen Zellen (Cos-Zellen) 
hergestellt. 

Das Vektorkonstrukt pGEX-2T/pKe#83 wurde nach StandardprotokoIIen fur 
15 die Transformation von E^£M*DH5a~eingesetzt. ^Das pKe#83*Glutathion-S- 
Transferase-(GST)-Fusionsprotein wurde* in ^Bakterien ^exprimiert, das 
bakterielle Lysat wurde im Immunoblot mrt antkGST-Antikorpem untersucht, 
und zwarim Vergleich zu Lysatvori Bakterien, die^mit-einem Kontrollplasmid 
(kein GST) trartsformiert wurden. 

20 

Das pKe#83/GST-Fusionsprotein wurde durch Affinrtatschromatographie mit 
Hilfe von Giuthathion-Sepharose 4B aus den Bakterienlysaten gereinigt Die 
Fraktionen dieser Relnigung wurden dan n im Immunoblot mit anti-GST- 
Antikorpem untersucht. 

25 

Das Produkt des Immunoblots ist in Fig. 4.B abgebildet, Rg. 4.A zeigt die 
entsprechende Proteinfarbung (Ponceau-Rot) des Blots vor 
Antikorperfarbung. Es gift: 

30 Spur 1 = Bakterienlysat der Kontrolltransfektante 

Spur 2 =Bakterian(ysatderpUEX-2T/pKe#83-GSTTransfektante 
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Spur 3 = Saulendgrchlauf 

Spur 4-6 = Waschfraktion 1-3 

Spur 7-11 = Elutionsfraktion 

Sour 12 = pKe#83/GST-Fusionsprotein vor Thromblnverdau 

Spur 13 = pKe#B3/GST-Fu S i°nsprot e in nach Thrombinverdau 

von 1 90 KDa. Das erlaubt den ScHu*. dafl das 90 KDa 
Fusionsprotein aus dem QST-Protein <ca. 26 KDa) und einem ca. 60 - 65 
, KDa gro6en Fragment des Proteins pKe#B3 besteht. 

!„ eu.suyonUschen System wurde der pcDNAM/pKem-FLAG V«*r 
L 3) ,n sog. Cos-ZeKen. d.b. ,n Zelien der im Stand der Teehnik a« 9 eme,n 
U— Cos-Ze«e, transfer,. D,e Zellen wurden nach 

, 5 standardverfahren dutch Behand,„ng m,t OE AE-DextraWCh to ro<,u,n 

Aulnahme der Ptasmid-DNA gebracht. Danach wurden die ^ansform^ 
dre, Tage unter S.andardbed,ngungen (37-C und 7 % CO,) ■nKub.ert. 
Die Cos-Zellen wurden lysier. und ,m .mmunoMot unter Vemendung e,nes 
AntiKorpers gegen das FLAG-S*op ana^siert. Fig. 5 «*■ das ProduKl des 

20 Immunoblots: 

Spur 1 = mit pcDNA3.1/ P Ke»83-FLAQ VektorRonstruk, trans.***. Cos- 
Zellen entwickelt ro» einem isotyp-ldentlschen KontroU- 

Antikorper, 

„ Spur2 = mK dem pcDNA3.1 Vektor (ohne pKe#83) tran^arte Cos- 
Zellen entwickelt mit einem isotyp-identischen Korrtroll- 
Antikorper, 

Spur 3 = mit pc DNA3.1/pKe#83-FLAG Vaktorkonstrukt transfiz,erte Cos- 
Zellen entwickelt mit dem anti-FLAG Antikfirper, 
30 Spur4,m rt dem pcDNA3.1 Vektor (ohna pKe#83) transfizierte Cos- 
Zollan entwickelt mit dem anti-FLAG Antikdrper, 
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Spur 5= FLAG-markiertes Kontroliprotein das die Funktionalitat des anti- 
FLAG-Antikorpers zeigt. 

Das Ergebnis dieses Versuch belegt die Expression des pKe#83-FLAG- 
5 Fusronsproteins in Cos-Zellen, die mit dem Vektorkonstrukt 
pcDNA3.1/pKe#83-FLAG transfiziert wurden. 



Belspiel 4: Herstellung und Charakterlsierung von Antikorpern gegen 
10 das pKe#83 Protein, sowie immunologischer Nachweis des 

pKe#83 Proteins mitteis Immunoblot ("Westernblot"), 
Immunhistologle und Enzyme-Linked immunosorbent 
Assay (EUSA) 

15 Gerernigtes rekombinantes pKe#83-Nichtfusionsprotein wurde fur die 
adjuvanzunterstutzte Irnmunisierung von Kaninchen und Mausen eingesetzt. 
Die Details des Immunisierungsverfahrens sind im Stand der Technik 
allgemein gelaufig. Die Irnmunisierung von Kaninchen wurde im 
Kundenauftrag von der Fa. Dr. J. Pineda AntikorperService (Berlin) 

20 durchgefuhrt. Es wurden , Seren vor ("Praimmunserum' 1 ) und nach 
( ,, Postimmunseru^^ ,, ) Irnmunisierung gewonnen. Aus den Seren wurde die 
lgG~Fraktion nach Standardverfahren mitteis Ammoniurnsuifatfallung isoliert 
Die resuttierenden IgG-Praparationen werden irn folgenden als n anti-pKe#83 
lgG D bezeichnet 

25 

Das Kaninchen "anti-pKe#83 IgG" zeigte eine deutliche Immunreaktion mit 
dem fur die Irnmunisierung verwendeten rekombinanten pKe#83 Protein. 
Das Produkt dieses Immunblots ist in Fig, 6-A dargestellt. Es gift: 

30 Spur 1 = Praimmun Kaninchen IgG, 1:10 000 verdunnt, 
Spur 2 = anti-pKe#83 IgG 1 :50 000 verdunnt 
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Spur 3= an*- P Ke#83 IgG 1:100 000 verdunnt 
spur4 , an ti-pKe#B3lgG 1:200 000 verdunnt 

^ lofi" und polyklonalem Maus 

M den, p^onaen Md» ""W^^i von 

Proteins P Ke#83 getestet. Das Produw 
dargestellt. Es gilt: 

Spur 1 = Praimmun Kaninchen IgG, 
Spur 2= Kaninchen »anti-pKe#83lgG", 

; Spur 3= normal Maus IgG, 

Spur 4 = Maus anti-pKe#83 igG, 
S p Ur 5= anti-FLAG Antikorper. 



w.He eines Kryotoms wurden 5 unwiicke 
, , mm unhisto.og1e: M.t H.lfe «r~ ^ . winisC h unauffatliger 

Gefrierschnitte von Geweben aus Hautb^n ^ ^ 

„aut und von 1uftg etroc^t und in 

und T8 hergestellt. Dies* warden be, Raurrrt P ^ % 

100 % Azaton ^ ^ ^endet 

„. Methanol, 100 % Ethanol oder 4 £0- ^ 

warden). Danach wurden d,e S^n«e ge.^ unspezifische 

bekannter sog. "Blockierungsverfahren beh^ vorlieg9nden 

----f Z r^g^ZhgetOhrt: 0) eine 
Beispielfall wurden zwe, Bkrfoea ,g mit No rmalserum . lm 
30 Bloc^ngrnHAv^^ unter 
ersten BlocWerungschritt wurde d.e Av.a 
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Veiwendung des Avidin/Biotin-Blockierungskits der Firma Vector- 
Laboratories nach Herstellervorschrift eingesetzt, . d.h. es wurde bei 
Raumtemperatur zunachst 15 Minuten mit der Avidin-Fertiglosung und 
nachfolgend 15 Minuten mit der mit der Biotin-Fertiglosung inkubiert. 
AnschlieBend wurden die Schnitte mit 10 VoI-% Normalserum in PBS fur 15 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Normalserum der Spezies, aus der 
der Zwe'rtantikorper stammt, hier Ziege-Noimalserum, PBS = Phosphate 
buffered saline = Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung, pH 7,2 - 7,4). 

Im AnschluB an die Blockierung wurden die Schnitte in PBS mit einem 
Gshalt. an 5pg/ml Kaninchen B anti-pKe#83 lgG° fur 1 Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert- Zur Entfernung des nichtgebundenen Antikorpers 
wurden die Schnitte anschlieBend in PBS mit einem Gehalt an 0,2 % 
(Gewicht/Volumen) bovinem Serumalbumin gewaschen. Es folgt die 
Inkubation mit einem beispielsweise Biotin-marfderten und gegen 
Kaninchen- IgG-gerichteten Antikorper aus derZiege (1:500 verdunnt in PBS/ 
0,2% BSA; 30 Minuten be) Raumtemperatur), ein weiterer Waschschritt, 
sowie die Aufbringung eines mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3-markierten 
Streptavidins (1 : 1000 in PBS/0,2 % BSA verdunnt). Anstelle von Cy3 kann 
auch ein anderer Flubreszenzfarbstoff zur Markierung des StFeptavidins 
verwendet werden, z-B. FITC. Nach einem letzten Waschschritt wurden die 
Schnitte mit Bndeckmedium, z.B. Etvanol oder Histogel, eingedeckt und im 
Fluoreszenzmikroskop untersucht und ausgewertet 

In Fig. 8 sind die Ergebnisse eines derail durchgefuhrten 
Immunfluoreszenztests dargestelit; Das Kaninchen "anti-pKe#83 IgG" zeigt 
auf Normalhautschnitten elne schwache intrazellulare und sine starke 
Zellmembran-assoziierte Immunfarbung (Rg. 8.C). Die NHEK "Sheets" TO 
(= direkt nach Dispase-induzierter Abldsung vom Substrat) zeigen nur eine 
leichte Hintergrundfarbung (Fig. 8.A) wahrend die NHEK "Sheets" T8 (= 8 
Stunden nach der Drspase-induzierten Ablosung vom Substrat) eine 
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deut.iche Immunfarbung aufweisen (Fig. 8.8). Dieses Ergebn.s be-nhaltet 
di9 Aussage, daB direkt nach der Ab.osung wenig Protein pKe#83 
vorhanden oder jedenfaiis nachweisbar war, aber 8 Stunden ^« 
ein e vermehrte Expression stattgefunden hatte und infolgedessen deuthch 
hohere Mengen Protein pKe#83 nachgewiesen warden konnten. 

Enzyme-HnKed immunosorbent Assay (EUSA>: Zur 

P Ke#83-Proteins in komplexen Losungen wurde ein sog. "Sandw.ch -EL.SA 
(Fig. 7) durchgefuhrt Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte mit elnem gegen 
pKe#B3 gerichteten Antikorper (Z-B. Kaninchen anti-pKe#83 IgG, 
^ u^/Vertiefung) beschichtet. Dann wurden die noch verbliebenen 
unspezifisohen BindungssteHen der Mikrotiterplatte durch Behandiung mrt 
0 1 Gew.chts-% Gelatine in phospatgepufferter Kochsalzlosung 
("PBS/Gelatine") blockierL AnschlieGend wurde die Mikrotiterplatte mrt 
unterschiedlichen Konzentration des P Ke#83-ProtBin S als Kalibrator, bzw. 
mit Verdunnungen unbekannter Proben (in denen die pKetSS-Koraentration 
festgestellt werden solrte) in Ansatz gebracht. Nach einem Waschschntt m.t 
0 05 Volumen-% TWeen-20 in PBS (PBS/Tween) wurde die Platte mit e,ner 
lgG Preparation aus einer zweiten Spezies (z.B. mit Maus anti- P Ke#83 IgG) 
inkubiert (z.B. eine Stunde unter Schuttein bei Raumtemperatur). Nach 
einem weiteren Waschschntt mit PBSHween wurde die Platte m.t e.ner 
Peroxidase-marWerten kommerziellen Kaninchen anti Maus-.gG Anfkorper- 
Praparation inkubiert (Z.B. Fc-spez. Fab 2 -POX von Dianova GmbH, 
5 Hamburg). "Peroxidase" steht hier stelivertretend fur praktisch jede bel.eb.ge 
Markierung des Antik6rpers, z.B. mit Enzymen, F.uoreszenzmoleku.en oder 
Lumineszenzmo.eku.en. Nach einem weiteren Waschschritt zur Entfemung 
ungebundener enzymmarkierter Antikorper wurde das farblose Peroxidase- 
Substrat Ortho-Phenylendiamin zugesetzt. welches durch die Peroadase- 
l0 Aktivitat in ein farbiges Produkt umgewandelt wlrd. Die Quantiftzierung der 
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Farbbildung erfolgt in einem Mikrotiterplattenphotometer bsi 490 nm gegen 
405 nm (Ordinate). 

Das Ergebnis das Versuchs ist in Fig. 7 dargestellt. Es zeigt, daB die 
5 Farbkonzentration (angegeben als Absorption in der Ordinate) der Menge 
des eingesetzten pKe#83-Proteins (= des Calibrators 0 , in der Abszisse 
dargestelK) proportional ist. Urn die Funktionalitat des Testsystems zu 
demonstrieren, wurden gleichzeitig Lysate von zwei verschiedenen Cos- 
Transfektanten-Ansatzen getestet, die sich in der Expression von pKe#83 
io unterscheiden. Die Cos-Ze!len des einen Ansatzes wurden mit dem 
Vektorkonstrukt pcDMA3.1/pKe#83 (Ansatz 'Cos pKe#83 M ) und die des 
anderen Ansatzes mit dem pcDNA3.1 Vektor ohne Insert (Ansatz "Cos") 
transfiziert. 

15 Zellen dieser Transfektanten-Ansatze wurden nach Standardverfahren unter 
Verwendung des Detergenzes Triton X-100 lysiert. Diese Lysate wurden in 
einer 1:10-Verdunnung in PB&Tween 20 im ELISA getestet. Lysate des 
"Cos pKe#83"-Transfektanten-Ansatzes zeigten eine positive Reaktion 
zeigen. Unter Berucksichtigung der Kalibratordaten wurde eine 

20 Konzentration von ca. 120 ng pKe#83/ 10 s Cos pKe#83-ZelIen festgestellt. 
Bei den Lysaten der Kontroli-Transfelctanten-Ansatze "Cos" konnte kein 
Protein pKe#83 nachgewiesen werden. Durch den Einsatz dieses 
Testverfahrens ist folglich eine Quantifizierung einer unbekannten Menge 
des Proteins pKe#83 in einer Probe moglich. 



Die Substanz Ortho-Phenylendiamin steht hier stellvertretend fur jedes 
beliebige Peroxidase-Substrat, das infolge der Peroxidase-Aktivitat seine 
Farbe nachweisbar verandert. Anstelle der hier beispielhaft verwendeten 
poiyklonalen Antikorper konnen ebensogut monoklonale Antikorper, die 
30 gegen das Protein pKe#83 gerichtet sind, eingesetzt werden. Aristatt des 
indirekten Ansatzes uber einen markierten speziesspezifischen antMgG 
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AnHkorper kann auch *> Durohfuhrun, n,i. sine*, direk. mahderten an.!- 

p Ke#83-Antikorper erfolgen. 



BeispielS: Beelnf.ussung von Keratinozyten durch pKe#B3- 
spezifische Ollgonukleotide 

A^tisense-OKgonukieotide werden von Zelien, auch Keratinozyten, 
aufgenommen (vgl, G. Hartmann et al. 1998: Antisense-Ol! 9 onukleot,de, 
Deutsche* ArrtetM 95, Heft24. C1115 - C1 1 19>. Sie binden in spezifischer 
Weise an die in der Zelle voriiegende mRNA und hemmen deren Translate 
und damit die Expression des entsprechenden Proteins (vgl.: Y.-S. Lee et a}. 
19 97 Definition by specific ahtisense oligonucleotides of a role for prote.n 
kinase Ccc in expression of differentiation markers in normal and neoplast,c 
mouse epidermal keratinocytes. Molecular Carcinogenesis 18: A4-53). 
Geeignete Antisense-Ollgonukleotide wurden anhand der pKe#83- 
spezifischen Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:1) hergestelit. Sie wurden mrt 
geeignetem Puffermedium (sog. "Oligopuffer") auf eine Konzentration von 
100 U.M eingestslit. HaCaT-Zelien wurden bei 37«C und 7 % CD 2 bis zu einer 
Konfluenz von 70 - 80 % kultiviert. Die Zeilen wurden abtrypsin.ert 
(10 Minuten 0,2 Gewichts-% EDTA, 0,1 Gawichts-% Trypsin. 5-10 M.nuten) 
und auf eine Konzentration von 25 000 Zeilen/mi eingestellt Pro Vertiefung 
einer Mikrotiter-Kulturplatte (96 Vertiefungen) wurden 100 uJ Zellsuspension 
(entspricht 2500 Zeilen) einpipepttjert. Die Zeilen wurden 1 Stunde unter den 
vorgenannten KuRivierungsbedingungen inkubiert, danach erfolgte d.e 
ZugabedesAntisense-Oligonukleotids (2 pi einer 100 uM-L6sung) undone 
weitere Inkubation von 24 - 48 Stunden. Ais Negativkontrolie dienten 
Ze.lansatze. denen Ollgonukleotide mrt der gleichen Basenverteilung aber 
zufallig ausgewahlter Sequenz zugegeben wurden. 



30 



Datum 26.11.98 21:12 FAXG3 Nr. 77464 von NVS:FAXG3.12/00620364196 (Seite 26 von 51) 



26/11 '96 21:16 FAX +49 62U3 CUiyc 





••*> • o • 

3 • "» = o » • o , • 

* * » • 0 o • 

<y o 9 .> oo o • -> : > a » • » o 



Die solcherart behandeften Zellen wurden mit Hilfe eines Mikroskops 
hinsichtlich phanotypischer Veranderungen untersucht. Das Ergebnis der 
mikroskopischen Analyse ist in Fig. 9 dargesteltt: Fig. 9-A zeigt HaCaT- 
Zelien, die mit Kontroll-Oiigonukleotiden bahandeft worden sind, Fig. 9.B 
5 zeigt HaCaT-Zellen, die mit pKe#83-spezifischen Antisense- 
Oligonukleotiden behandert worden sind. 

Die mikroskopischen Untersuchungen zeigten, daB In den mit Antisense- 
Oligonukleotiden behandeften HaCaT-Kutturen stark vergroBerte Zellen 
10 auftraten (Fig. 9.B, Pfeile), die In den mit Kontroll-Oiigonukleotiden 
behandeiten Kulturen nicht zu finden waren. Diese groBen Zellen 
entsprechen in ihrer Morphoiogie differenzierten Keratinozyten. Der Befund 
weist darauf hin, daB mit pKe#83-spezifischen Antisense-Oligonukleotiden 
behandelte Zellen eine vermehrte Tendenz zur Differenzierung aufweisen. 

15 
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AnsprQche 



Isoliertes Polypeptid, 

das einem natOrlicherweise in humanen Keratinozyten vorixommenden und im 
aktivierten Zustand der Keratinozyten verstarkt exprimierten Protein gle.cht oder 
ahnlich ist, und 

das die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:4 dargestellte 
Aminosauresequenz oder ein durch Aminosauresubstitution, -deletion. - 
insertion, -oder -inversion daraus entstandenes Allel oder Derivat dieser 
Aminosauresequenz aufweist, wobei SEQ ID NO:3 und SEQ ID NO:4 
Bestandteil dieses Anspruchs sind. 



2. Isolierte Nukleinsaure, 

die ein Protein codiert, das einem naturlicherweise in humanen Keratinozyten 
vorkommenden und im aktivierten Zustand der Keratinozyten verstarkt 
exprimierten Protein gleicht oder ahnlich ist, 

und die entweder die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 dargestellte 
Nukleotidsequenz oder die hierzu komplementare Nukleotidsequenz 
oder eine Teilsequenz einer dieser beiden Nukleotidsequenzen 
oder eine ganz oder teilweise mit einer dieser beiden Nukleotidsequenzen 
hybridisierende Nukleotidsequenz aufweist, wobei SEQ ID NO:1 Bestandteil 
dieses Anspruchs ist 

3. Isolierte Nukleinsaure nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. 
daB dlese Nukleinsaure aus einer natOrlichen, synthetlschen oder 
halbsynthetisehen Quelle gewonnen ist. 



4. Isolierte Nukleinsaure nach Anspruch 2 oder 3 dadurch gekennzeichnet, 
dafl diese Nukleinsaure eine cDNA ist. 
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5. lsolierte Nukleinsaure nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichriet, 

daQ diese Nukleinsaure ein Sense- oder Antisense-Oligonukleotid ist, das 
rnindestens 6 f vorzugsweise 8 bis* 25 Nukleotide umfaSt und rhit der im 
Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 dargesteilten Nukleotidsequenz oder 
Teilsequenzen davon hybridisiert. 



6. lsolierte Nukleinsaure nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, 

daf3 diese Nukleinsaure eine Splice- Variante ist P die mit der im 
Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 dargesteilten Nukleotidesquenz hybridisiert 



7, lsolierte Nukleinsaure *nach Anspruch 6, dadurch *gekennzeichnet, 

daB diese Nukleinsaure ein^Splice-Variante^strdie dieirn Sequenzprotokoll 
SEQ ID NO:2 dargestellte Nukleotidsequenz aufweist 

8. Isoliertes Po(ypeptid v*dadurch gekennzeichnet, 

daO es eine- Aminosauresequenz^aufweist; die aus einer Splice-Variante 
efner mRNA resultiert welche 

entweder die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 dargestellte 
Nukleotidsequenz oder die hierzu komplementare Nukleotidsequenz oder 
erne Teilsequenz einer dieser beiden Nukleotidsequenzen 

oder eine ganz oder teilweise mit einer dieser beiden Nukleotidsequenzen 
hybridisierende Nukleotidsequenz aufweist 



Isoliertes Pofypeptid , dadurch gekennzeichnet, 

da(B es eine Aminosauresequenz aufweist, die aus einer Splice-Varlante 
einer mRNA resultiert, welche die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:2 
dargestelfte Nukleotidsequenz aufweist. 
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10. Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da3 es die 
im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:4 dargesteltte Aminosauresequenz 
aufweist, wobei SEQ ID NO:4 Bestandteil dieses Anspruchs ist. 



11. 



Rekombinantes DNS-VektormolekOI. das eine Nukleinsaure nach einem der 
AnsprQche 2 bis 7 umfaBt, und das die Fahigkeit zur Expression aines in 
humanen Keratinozyten vorkommenden und in aktivierten Keratinozyten 
verstarkt exprimierten Proteins, insbesondere das Proteins pKe#83, in einer 
prokaryontischen Oder eukaryontischen Zelle aufweist. 



1 2. Hekombinantes DNS-Vektormolekul nach Anspruch 1 1 . dadurch 
gekennzeichnet, 

dal3 das Vektormolekul sin Abkommling das Plasmids pUEX-1 oder das 
Plasmids pGEX-2T oder das Plasmids pcDNA3-1 ist. 



13. Rekombinantes DNS-VektormotekOI nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, 

daft das Vektormolekul ein Konstrukt gemaB Vektorprotokoll in Fig. 2 oder 
gemaG Vektorprotokoll in- Fig- 3 ist. wobei dieses Vektorprotokolle Rg^ und 
Fig.3 Bestandteila dieses Anspruchs sind. 

14. Transformierte Wirtszelle. die eine Nukleinsaure nach einem der Anspruche 
2 bis 7 enthalt, welche mit einem aktivierbaren Promotor gekoppelt ist, der in 
der Wirtszelle naturlicherweise oder als Folgen einer Rekombination 
enthalten ist, und die die Fahigkeit zur Expression eines in humanen 
Keratinozyten vorkommenden und in aktivierten Keratinozyten varstarkt 
axprimierten Proteins, insbesondere das Proteins pKa#83, aufweist. 
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15. Transformierte Wirtazelle nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
daf3 der Promotor der Zytokeratin-14-Promotor und die Wirtszelle ein 
Keratinozyt ist, oder daB der Promotor dor CM V-Promotor und die Wirtszelle 
eine Cos-Zelie ist. 



16. Verwendung elner Nukleinsaure nach Anspruch 2 oder eines 

Vektormolekuls nach einem der Anspruch© 11 bis-13 zur Herstellung 
transgenor Saugetiere, insbesondere Mause oder Ratten. 



17. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder Anspruch 8 zur 
Herstellung eines Antikorpers gegen dieses Polypeptid und/oder damit 
verwandter Proteine. 



18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daS der 

Antikorperzur diagnostischen und/oder therapeutischen Behandlung von 
insbesondere dermatologischen Erkrankungen oder zur kosmetischen 
Behandlung insbesondere der Epidermis eingesetzt wird. 



19. Antikorper, der spezifisch mit einem Polypeptid gemafl Anspruch 1 oder 
Anspruch 8 reagiert. 



20. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 9 zur diaQnostischen 

und/oder therapeutischen Behandlung von dermatologischen Erkrankungen 
oder zur kosmetischen Behandlung der Epidermis- 
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nHirekten Nachweis eines in humanen Keratinozyten 
21 . Reagenz zum .nd.rekten .Naeh expnmierten 

rr."=r:r=--r=: 

oder Anspruch 8 hergestellt ist- 

-*w antisensaOllgonuKlsotlds nach Anspruch 5 
22. verwendung eines Sense- Oder Ant.sense-ui.g Rghandluna 
Oder Anspruch 6 zur d.agnosUs.hen und/oder therapeuaschen Behind 
r^ondere den.a.ofcgischen ErWKungen Oder zur KosmeOscMn 
Behandlung insbesondsre dar Epidermis. 

23 Verwendung eines Po»pepuds nach Anspruch 1 cdar Anspruch B odar einar 
' Nuwelnsauranach Anspruch 2 zur Identi^ianrng von mad.z.n.sch 

Kosm^sch oderpharrnaKeicgisch eins^aran 

Polypeptid bzw. die Nukieinsaur* binder und dadurch dessen/deren FunM.cn 
undLer Expression b^n-lussen. insbesondere a,s inhibitoren Oder 
Aktivatoren wirtten. 
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SEQUENZPROTOKOLLE 



ALLGEMEINE ANGABEN: 

ANMELDER: 
NAME: 
STRASSE: 
ORT: 

BUNDESLAND: 
LAND: 

POSTLEITZAHL: 

VERTRETER: 
NAME: 
STRASSE: 
ORT: 

BUNDESLAND: 
LAND: 

POSTLEITZAHL- 

VERTRETERNUMMER: 

AKTENZE1CHEN: 



Dr. Michael Kramer 

BergstraBe 35 

Pfungstadt 

Hessen 

Deutschland 

64319 



Dr. Ulrike Rudolph 

In der Schanz 10 

Schriesheim 

Baden-Wurttemberg 

Deutschland 

69198 

246 263 

km-3 



TELEKOMMUNIKATION: 
* TELEFON: 
TELEFAX: 



06203-61348 
06203-64196 



BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: 

Regulatorisches Protein pKe#83 aus humanen Keratinozyten 



ANZAHL DER SEQUENZEN: 



COMPUTERLESBARE FASSUNG: 
DATENTRAGER: 
COMPUTER: 
BETRIEBSSYSTEM: 
SOFTWARE: 



Diskette 

IBM-kompatibler PC 
MS-DOS 

Microsoft WORD fur Windows 6.0 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO:1: 

SGQUENZCHARAKTERISTIKA: 
LANGE: 
ART: 

TOPOLOGIE: 
ART DES MOLEK0LS: 
HYPOTHETISCH: 
ANTI-SENSE: 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 
ORGANISMUS: 
STAMM: 

ENTWICKLUNGSSTADIUM: 
ZELLTYP: 

UNMITTELBARE HERKUNFT: 



» • 9 

• • • 9 
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2667 Basenpaare 
Desoxyribonukleinsaure 

linear 
cDNA 
nein 



Homo sapians 

kaukasisch 

adutt 

epidermaler Keratinozyt 
cDNA aus Keratinozyten 



MERKMAL: • 

NAME/SCHLUSSEL: 



LAGS: 

ERMITTLUNGSMETHODE: 



kodierende Sequenz fur 
regulatorisches Protein pKo#83 
aus humanen Karatinozyten 

von 1 bis 2667 
cDNA-Sequenzienjng 
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SEQ ID NO: 1 




• 



« » -SO 



1 

51 
101 
151 
201 
251 
301 
351 
401 
451 
501 
551 
601 
651 
701 
751 
801 
851 
901 
951 
1001 
1051 
/ 1101 
! 1151 
1201 
1251 
1301 
1351 
1401 
1451 
1501 
1551 
1601 
1651 
1701 
1751 
1801 
1851 
1901 
1951 
2001 
2051 
2101 
2151 
2201 
2251 
2301 
2351 
2401. 
2451 
2501 
2551 
2601 
2651 



GTTTTGTTAG 
TGACTTATAT 
GTGAGGAGAC 
TTGGAGAAAG 
TCCAGAATCT 
GATACTCATA 
CTGAGGCAGA 
TGCAGATCAT 
AAGAACTTAA 
GCAGCCTTAA 
CTGCAACAGG 
TGAGAGAGAG 
ATGTCAGAAC 
AAGGTCAAAG 
ACGAGGAGAT 
AACTTAGAAA 
CTTGAAGCTG 
CCTCCAGTGC 
AAAAGTGGCA 
ACGTTTTAGA 
CTCAACTTCA 
AGGCAGAGAT 
AGCGATAACT 
AAGGGTTCAA 
GAGAATGAGC 
CCTTCGCTAT 
TGATGCAGGA 
AGAATGAATC 
GTATGAGCTG 
GGCAGAAGAC 
CTGGTGGCCC 
GCAGGAGAAG 
AGCAAAACAA 
TAGCCATCAG 
CCAAACCAGA 
TGTTTGGCTG 
TTCCTCCCTC 
AAGGATTTTT 
TTGCACAGAC 
TTCGAAAAAG 
• TGAGAGGAAA 
TGACAGTGGG 
CGGTCCTGCC 
ATCATATCCA 
TTCTGCAGTG 
GCTTTCCTCA 
TTTGAAGGTG 
AAGACAGTCT 
TTTCTTACAT 
TCACGAATGC 
CACTACAAGT 
TCATTTTTTG 
TATAAATTTT 
AAAAAAAAAA 



GCAAAAAGAG 
GTTAGTGATA 
AGATGAACAA 
AAAAATTAGA 
CCTATCAAAA 
TAGTAGAGAT 
CGGAGTCTGA 
TCATCAAAAA 
GGAAAGAGCA 
AGGCGGGGAA 
CAGCTAAGTG 
AGCTCGTCAG 
TTCCCAGCTA 
GCATCTGGAG 
CCCTGAAGGC 
ATGACCTTGA 
AAGAAGCTCC 
TGCCCAGAAA 
CAGAAGATGT 
AATCCTGTTG 
GTCTTTCAGC 
CAATACAGGA 
GAAACTCAGA 
AGACACCAGT 
AAAAGCAAAT 
CTCATGGACA 
ATGGTTTATG 
AGCTCTCTCT 
CTGAACCGGG 
CGAGGCCCAG 
TGGTGAACAA 
CAGGCCGAAG 
AGGCAAGATG 
ATCAGAAAGA 
AAAAGTCAGA 
GATTGTACTA 
CTTTCCAAAT 
TTGTGAGTTA 
ACCTTGTGAG 
AACAAAAACA 
ATTTGAAACA 
AGGGGTACAA' 
ACATGTAACA 
ATCTACTTAT 
GTTGCGTTTC 
GAGGATGGTC 
AGCTGTGAGG 
TATCATCCGA 
CATGCTTGAT 
TGTTAATATT 
AAATCCCCCA 
TGAAAATGGT 
CAATAAAAGC 
AAAAAAA 



ACTATTGAAA 
AGAAGAAGGA 
AAGCTTCAAA 
GAATTCCAGA 
AAACAAGTTT 
CTAGACCTTG 
TCCAGATGCT 
TAGTCCAGCA 
AGAGTTCTGC 
TAAGCACAAT 
ATCAGCAAGA 
CTAATAGCAG 
TGGTGAAATG 
ATGAAAATGA 
TTTGTTGTAG 
TACTCCCGAA 
TAGAAGTTCA 
GCTGTAACTG 
CCGGACTGAA 
TGTTCAGCAA 
CAATATATTG 
AGATACAAAG* 
GGAAGCCATC 
CAGTATGTAG 
TGACACCCGT 
CAGGAAGGAA 
TTAGTTAATA 
TCTGGAAAAA 
AATTGAGGGC 
AAGCGACGCG 
GCGCGATGCG 
AAGAAGATGA 
GCCAAGAAAG 
ATCTCTCCCA 
CTCATTGTTG 
CTTTACCTCT 

AATATACAGA 
ACAATTTCCT 

TGATTGGTAT 
CTTCCCTCGT 
TTATTCTTGT 
GGGGATAAGA 
CTTACTCTGT 
TAAACTGTGT 
ACTGTAAGGA 
CTTTAACATA 
ATGGGACTAA 
GAATACACCA 
TCCTACATTT 
TATTCTGTAT 
TTTAATATTT 
TATGTTTATT 
AGAAAC TTTC 



GCTGAGACTT 
TATGTCTCCA 
CTCTAGACAT 
TCCTTAGAAT 
ATCTCCTACT 
CTAAGAAAAA 
GATAGAACCA 
TCGATTGTTA 
TTGAGCAAGC 
ACCAACACAG 
TGAAGAGCGA 
AAGCTCGATC 
GCTGCAGAAA 
TAATATTGAG 
GAGGTGGAGA 
CAAAACAGTA 
GCCACAGGTG 
AGAGCTCAGA 
CGATTACAAA 
AGATTCTACA 
AGAATAGACC 
AAAGGAAATO 
AGAAGATGAA 
TAGGAGAATT 
GCCGCGCTGG 
CACAGAAGAA 
AGAAAAATGC 
GAACATGATT 
AATGC TAGCC 
AACAGCTTCT 
r CTCGTCAGGG 
GCATTTGGAG 
AGGAGAAATG 
ACATTTTAGA 
ATTTAAAACT 
ACTTTACCAC 
ACTCCAAAAT 
TGAAATCCTG 
TGGAGGTGTT 
TATTTTCTCT 
TGTTGTTGGT 
AAAATGTCAT 
TACCTAAATT 
TCTATTTACC 
TAATGGAGTT 
GCCAGAAACA 
TTGATATGCA 
TCTTTTTCTG 
TGTTGGGTTT 
TGATAAAAAG 
TCTTCTTTAG 
TATTACAATA 
TTACCTTAAA 



TAGAATTGAG 
CCCTTTATTT 
CGGTAGTAAC 
GCAGATCAGA 
TCTAAACTTG 
ACATGCTTCC - 
CTTTAAATCA 
TCTAGACAAG 
AAGAAGAGAT 
CCACCCCATT 
CGTCGGCAGG 
TGGAGTGAAG 
AGTTGAAAGA 
ATAGATACTA 
TGAACTTACT 
AGTTGGTGGA 
GCAAATTCAC 
GCAGGACATG 
AAACAACAGA 
GTCAGAAAAA 
AGAGATGAAA 
AGGAGAAGGC 
GTGCTTAATA 
GGCAGCACTA 
TGGAGAAGCG 
GAAGAAGCTA 
CTTAATAAGG 
TAGAACGACG 
ATTGAAGACT 
GCTAGATGAG 
ACCTGGACGC 
CGAACTC-TGG 
TGTTCTTCAG 
GTCTTGCTTC 
TTTAACATTT 
CACCACCCTT 
AGCTTCATTT 
TGAAATAGAT 
CAAGAAACTG 
CATTTTTTGA 
AATAGCATAA 
GATTTTTTTC 
TTATAGTTAG 
AGTGGAGTTT 
CCTCTCCTCT 
AGCCCTGTGG 
CCAGTTTACA 
TGGATAATTA 
CAACATTGGC 
TCTGTCTTGC 
CATAGCACTG 
CTGAGTCATA 
AAAAAAAAAA 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO:2 

SEQU ENZCHARAKTERI STlKA: 
LANGE: 
ART: 

TOPOLOGIE: 
ART DES MOLEKULS: 
HYPOTHETISCH: 
ANTI-SENSE: 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 
ORGANISMUS: 
STAMM: 

ENTWICKLUNGSSTADfUM: 
ZELLTYP: 

UNMITTELBARE HERKUNFT: 
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2547 Basenpaare 
Desoxyribonukleinsaure 

linear 
cDNA 
nein 
nein 



Horno sapiens 

kaukasisch 

adult 

epidermaler Keratinozyt 
cDNA aus Keratinozyten 



MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: 



LAQE: 

ERMITTLUNGSMETHODE: 



Splice-Variante einer kodierendo Sequenz 
fur das regulatorische Protein pKe#83 
aus humanen Keratinozyten 

von 1 bis 2547 
cDNA-Sequenzierung 
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1 GTTTTG TT AG GCAAAAAGAG ACTATTGAAA GCTGAGACTT TAGAATTGAG 
51 TG \C T^" AT AT GTT AG TG AT A AGAAGAAGGA TATGTCTCCA CCCTTTATTT 
101 GTGAGGAGAC AGATGAACAA AAGCTTCAAA CTCTAGACAT CGGTAGTAAC 
151 TTGGAGAAAG AAAAATTAGA GAATTCCAGA TCCTTAGAAT GCAGATCAGA 
201 ^CCAGAATCT CCTATCAAAA AAACAAGTTT ATCTCCTACT TCTAAACTTG 
251 GATACTCATA TAGTAGAGAT CTAGACCTTG CTAAGAAAAA ACATGCTTCC 
3 01 CTGAGGCAGA CGGAGTCTGA TCCAGATGCT GATAGAACCA CTTTAAATCA 
351 TGCAGATCAT TCATCAAAAA TAGTCCAGCA TCGATTGTTA TCTAGACAAG- 
401 AAGAACTTAA GGAAAGAGCA AGAGTTCTGC TTGAGCAAGC AAGAAGAGAT 
451 GCAGCCTTAA AGGCGGGGAA TAAGCACAAT ACCAACAC AG CCACCCCATT 
501 CTGCAACAGG CAGCTAAGTG ATCAGCAAGA TGAAGAGCGA CGTCGGCAGC 
551 TGAGAGAGAG AGCTCGTCAG CTAATAGCAG AAGCTCGATC TGGAGTGAAG 
601 ATGTC AG AAC TTCCCAGCTA TGGTGAAATG GC TGCAG AAA AGTTGAAAGA 
651 AAGGTCAAAG CAAAACAGTA AGTTGGTGGA CTTGAAGCTG AAGAAGCTCC 
701 TAGAAGTTCA GCCACAGGTG GCAAATTCAC CCTCCAGTGC TGCCCAGAAA 
751 GCTGTAACTG AGAGCTCAGA GCAGGACATG AAAAGTGGCA CAGAAGATCT 
801 CCGGACTGAA CGATTACAAA AAACAACAGA ACGTTTTAGA AATCCTGTTG 
&51 TGTTCAGCAA AG ATTC TAG A GTC AG AAAAA CTCAACTTCA GTCTTTCAGC 
901 CAATATATTG AGAATAGACC AGAGATGAAA AGGCAGAGAT CAATACAGGA 
951 AGATACAAAG AAAGGAAATG AGGAGAAGGC AGCGATAACT . GAAACTGAGA 
1001 GGAAGCCATC AGAAGATGAA GTGCTTAATA AAGGGTTCAA AGACACCAGT 
10 51 CAGTATGTAG TAGGAGAATT GGCAGCACTA GAGAATGAGC AAAAGCAAAT 
1101 TGACACCCGT GCCGCGCTGG TGGAGAAGCG CCTTCGCTAT CTCATGGACA 
1151 CAGGAAGGAA CACAGAAGAA GAAGAAGCTA TGATGCAGGA ATGGTTTATG 
1201 TTAGTTAATA AGAAAAATGC CTTAATAAGG AGAATGAATC AGCTCTCTCT 
1251 TCTGGAAAAA GAACATGATT TAGAACGACG GTATGAGCTG CTGAACCGGG 
1301 AATTGAGGGC AATGCTAGCC ATTGAAGACT GGCAGAAGAC CGAGGCCCAG 
1351 AAGCGACGCG AACAGCTTCT GCTAGATGAG CTGGTGGCCC TGGTGAACAA 
1401 GCGCGATGCG CTCGTCAGGG ACCTGGACGC GCAGGAGAAG CAGGCCGAAG 
1451 AAGAAGATGA GCATTTGGAG CGAACTCTGG AGCAAAACAA AGGCAAGATG 
1501 GCCAAGAAAG AGGAGAAATG TGTTCTTCAG TAGCCATCAG ATCAGAAAGA 
1551 ATCTCTCCCA ACATTTTAGA GTCTTGCTTC CCAAACCAGA AAAAGTCAGA 
1601 CTCATTGTTG ATTTAAAACT "TTTAACATTT TGTTTGGCTG GATTGTACTA 
1651 CTTTACCTCT ACTTTACCAC CACCACCCTT TTCCTCCCTC CTTTCCAAAT 
1701 AATATACAGA ACTCCAAAAT AGCTTCATTT AAGGATTTTT TTGTGAGTTA 
1751 ACAATTTCCT TGAAATCCTG TGAAATAGAT TTGCACAGAC ACCTTGTGAG 
1801- TGATTGGTAT TGGAGGTGTT CAAGAAACTG TTCGAAAAAG AACAAAAACA 
1851 CTTCCCTCGT TATTTTCTCT CATTTTTTGA TGAGAGGAAA ATTTGAAACA 
1901 TTATTCTTGT TGTTGTTGGT AATAGCATAA TGACAGTGGG AGGGGTACAA 
1951 GGGGATAAGA AAAATGTCAT GATTTTTTTC CGGTCCTGCC ACATGTAACA 
2001 CTTACTCTGT TACCTAAATT TTATAGTTAG ATCATATCCA ATCTACTTAT 
2051 TAAACTGTGT TCTATTTACC AGTGGAGTTT TTCTGCAGTG GTTGCGTTTC 
2101 ACTGTAAGGA TAATGGAGTT CCTCTCCTCT GCTTTCCTCA GAGGATGGTC 
2151 CTTTAACATA GCCAGAAACA AGCCCTGTGG .TTTGAAGGTG AGCTGTGAGG 
2201 ATGGGACTAA TTGATATGCA CCAGTTTACA AAGACAGTCT TATCATCCGA 
2251 GAATACACCA TCTTTTTCTC TGGATAATTA TTTCTTACAT CATGCTTGAT 
2301 TCCTACATTT TGTTGGGTTT CAACATTGGC TCACGAATGC TGTTAATATT 
2351 TATTCTGTAT TGATAAAAAG TCTGTCTTGC CACTACAAGT AAATCCCCCA 
2401. TTTAATATTT TCTTCTTTAG CATAGCACTG TCATTTTTTG TGAAAATGGT 
2451 TATGTTTATT TATTACAATA CTGAGTCATA TATAAATTTT CAATAAAAGC 
2501 AGAAACTTTC TTAC CTTAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA 
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ANGABEN ZU SEQ lD-NO:3: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANQE: 
- ART: 

ART DES MOLEKULS: 



523 Aminosauren 
Aminosauresequenz 

Protein 



URSPRONGUCHE HERKUNFT: 
ORGANISMUS: 
STAMM: 

ENTWICKLUNGSSTADIUM: 
ZELLTYP: 

UNMITTELBARE HERKUNFT: 



MERKMAL 



NAME/SCHLUSSEL: 



LAGE: 

ERMITTLUNGSMETHODE: 
SONSTIGE ANGABEN: 



Homo sapiens 

kaukasisch 

adult 

epidermaler Karatmozyt 
abgeleitet aus cDNA-Sequenz 

kodlerende Saquanz fur das 
regulatorischa Protein pKe#83 
aus humanen Karatinozyten 

von 1 bis 523 

Ableitung aus cDNA-Sequenz 
umfaRt eina Prenyl-Gruppen-Bindungs- 
stell© ("CAAX-Box"), neun Proteinkinase- 
phosphorylierungsmotiva. 1 5 Cassin- 
Wnasephosphory liarungsmotive und zwe. 
Tyrosinkinasephosphorylierungsmotive 



Datum 26.11 



.98 21:12 FAXG3 Nr: 77464 von NVS:FAXG3.12/00620364196 (Seite 38 von 51) 



26/11 '98 21:18 FAX +49 6203 6419$ PA Dr. Kuaoipn 




• • o . I ;: , * „ » • * 



► » on 



O o » a n j 



SEQ ID No: 3 



1 MSPPFICEST DEQKLQTLDI GSNLEKEKLE NSRSLECRSD PESPIKKTSL 

51 SPTSKLGYSY SRDLDLAKKK HASLRQTESD PDADRTTLNK ADHS SKXVQH 

101 RLLSRQESUC ERARVLLEQA RRDAALKAGN KHNtNTATPF CNRQLSDQQD 

151 EERRRQLRER ARQLIAEARS GVKMSELPSY GEKtAAEKLKE RSKASGDEND 

201 NIEIDTNEEI PEGFWGGGD ELTNLENDU3 TPEQNSKLVD LKLKKLLEVQ 

251 PQVANSPSSA AQKAVTESSE QDMKSGTEDL RTERLQKTTE RFRNPWFSK 

301 DSTVRKTQLQ SPSQYXENRP EMKRQRSIQE DTKKGNEEKA AITETQRKPS 

351 EDEVLNKGFK DTSQYWGEL AALENEQKQX DTRAALVEKR LRYLMDTGRN 

.401 TEEEEAMMQE WFMLVNKKNA LIRRMNQLSL LEKEHDLERR YELLNRELRA 

451 MLAIEDWQKT EAQKRREQLI* LDELVALVNK RDALVRDLDA QEKQ AEEEDE 

501 HDERTL.EQNK GKMAKKEEKC VLQ* . 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO:* 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 
LANGE: 
ART: 

ART DES MOLEKULS: 



482 Aminosauren 
Aminosauresaquenz 

Protein 



URSPRONGLICHE HERKUNFT: 
ORGANISMUS: 
STAMM: 

ENTW1CKLUNGSSTADIUM: 
ZELLTYP: 

UNMITTELBARE HERKUNFT: 




MERKMAL: 



NAME/SCHLUSSEL: 



LAGE: 

ERMITTLUNGSMETHODE: 
SONSTIGE ANGABEN: 



Homo sapiens 

kaukasisch 

aduft , 
epidermaler Keratinozyt 

abgeleitel aus cDNA-Sequenz 

kodierend© Sequenz fur das 
regulatorische Protein pKe#83 
aus humanen Keratinozyten 

von 1 bis 482 

Ableitung aus cDNA-Sequenz 
umfaSt eine Prenyl-Gruppen-Bindungs- 
stelle ("CAAX-Box"), neun Protemkinase- 
pnosphoryliorungsmotive, 15 Casein- 
Idnasephosphorylierungsmotive und zwei 
TyrosinkinasephosphoryHerungsmotive 



Datum 26.11.98 21:12 FAXG3 Nr. 77464 von NVS:FAXG3.1 2/00620364196 (Seite 40 von 51) 
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1 MSPPFICEET' DSQKLQTLDI GSNLEKEKLS 3S5RSLECR3D PESPIKKTSI* 

51 SPTSKLGYSY SRDLDLAKKK HASKRQTHSD PDADRTTLNH ADHSSKIVQH 

101 RIXS RQEELK ERARVKLEQA RRDAALKAGM KHNTNTATP? CNHQLSDQQD 

151 EERRRQLRER ARQLIAEARS GVKMSELPSY GEMAAEKLKE EQWSKLVDLK 

201 LKKLLEVQPQ VANSPSSAAQ KAVTESSEQD M£CS GTEDLRT ERLQKTTERF 

251 RNPWFSKDS TVRKTQLQSP SQYIENRPEM KRQRSIQEDT KKGNEEKAAI 

301 TETQRKPSED EVLNKGFKDT SQYWGELAA LENEQKQIDT RAALVEKRLR 

351 YLMDTGRNTE ESEAMMQEWF MLVNKKNALI RKMNQLSLLE KEHDLERKYE 

401 LIiNRELRAML AXEDWQKTEA QKRREQLLLD ELVALVNKRD ALVRDLDAQS 

451 KQAEEEDEHL ERTLEQNXGK MAKKEEKCVI* Q* 
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Fig.2 
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Fig-7 
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Fig.9 
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